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Stabilitat von PEG-EPO 

Start: 24.November 1999 



PEG-EPO: Ch. 1 109, in lOmM Na/KP, lOOmMNaCl, pH 7.5 c = 0.65 mg/ml 
Tween 80, Nr. 34475, Serva 
Tween 20, Nr. 34470, Serva 
10 ml Glasflaschen, Id. -Nr. 0694169 
Gummistopfen, Id. -Nr. 1863576-0001 

- alle Losungen wurden vor Einlagerung in sterile 10 ml Glasflaschen mit 
Gummistopfen sterilfiltriert (0.22 \im) 

Variationen: 

Puffer: 1.) lOmM Na/KP, lOOmM NaCl, pH 7.5 (Bulkpuffer), 227jpsmol/kg 

2. )10mM Na/KP, lOOmM NaCl, pH 7.5 + 0.01 % Tween80 
(Bulkpuffer + Tween) 

3. ) 200mM Glycin, 28 mM Na 2 HP0 4 x 12 H 2 0, 4 mM NaH 2 P0 4 x H 2 0, 

10.3 mM NaCl, 0.8 mM Harnstoff, 7.5 CaCl 2 x 2 H 2 0, 
15.3 mML-Leucin, 15.3 mM L-Isoleucin, 4.2 mM L-Threonin 
3.4 mM L-Glutaminsaure, 3 mM L-Phenylalanin (-> pH 7.1) 
+ 0.01 % Tween 20 („Marktpuffer" + Tween), 3 190smol/kg 

Konzentration: A.) 100 (ig/ml 
B.) 10 |ig/ml 

Lagertemperaturen: - 4 °C (blaue Eppendorfcaps) 

- 25 °C (griine Eppendorfcaps) 

- 40 °C (rote Eppendorfcaps) 
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Anaiytik: 



1 .Methode 



i^dac Pro.eia 04. 4.6 mm x 15 0mm. Best.Nr. 514TP54 

FluB: 1 ml/min 
Detektion: 220 nm 
Gradient: min 
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ab Mai 2000 
2.Methode 



Eluent A: 
EluentB: 



Saule: Vydac Polymer, 4.6mm x 150mm, Best.Nr. 259VHP5415 
FluB: 1 ml/min 



Detektion: 
Gradient: 



220 nm 



min 


%B 
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Saulentemperatur: 40 °C 
0.13 % TFA 

84 % Acetonitril, 0.1% TFA 



SEC 

Saule: 2 x Superose 6, Ident.Nr. 1213709, Fa.Pharmacia 

Eluent: 50mM NaP, 300mM NaCl, pH 6.8 

FluB: 0.4 ml/min 

Detektion: 220 nm 
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SDS-Page(SilberFarbung nach Blum): 

- 8 - 16 % - Tris/Glycin - Gel (ohne SDS), Fa. Novex, Nr. E' ,045 

- SeeBlue Plus2 - Standard, Fa. Novex, Nr. LC5925 

- Tris - Glycin - SDS - Sample - Puffer, Fa. Novex, Nr F 2676 

- Laufpuffer: 192mM Glycin, 25mM Tris, 0.1 % SDS 

- Reduktion: 50 mM DTT, BM 1583786 

- Probe 3 min bei 90 °C mit Sample - Puffer behandeln 



Mefiergebnisse: 

Reproduzierbarkeit: 

c=0.1, n = 4 (3.26/3.23/3.20/3.24) 

-> Std.abw.: 0.03 

-> VK: 0.008 

c=0.01, n = 4 (3.32/3.29/3.36/3.33) 
-> Std.abw.: 0.03 
-> VK: 0.009 
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Wiederfindung PEG-EPO P/ol: 
l.Methode 
rpHPLC 
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2,Methode Beginn nach 9 Monaten (4 ° Wert wird als 100% eesetzt) 



rpHPLC 
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* Losung trub 

k.P. = keine Probe mehr vorhanden 
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SEC 



10 ng/ml 







/ ,. ..;--;~".: v *;;. 








Sufferer 
















k ;;&:•':/ 


.... ... 


2d 


96 


99 


97 


98 


101 


94 


92 


91 


90 


7d 


95 


100 


93 


94 


101 


93 


84 


93 


87 


14 d 


92 


103 


93 


91 


101 


92 


79 


90 


81 


21 d 


93 


104 


93 


91 


103 


91 


74 


88 


78 


56 d 


95 


96 


93 


92 


92 


89 


56 


52 


52 


84 d 


93 


97 


91 


88 


86 


81 


49 


40 


40 


140 d 


95 


95 


90 


91 


89 


86 


48 


61 


36 


270 d 


81 


90 


89 


73 


70 


65 


22 


47 


19 


100 ng/ml 
































2d 


102 


104 


106 


104 


103 


106 


96 


104 


103 


7d 


99 


102 


101 


99 


98 


106 




100 


107 


14 d 


98 


101 


102 


99 


102 


105 


92 


93 


97 


21 d 


98 


105 


105 


96 


102 


104 


87 


86 


93 


56 d 


98 


100 


105 


99 


97 


102 


62 


59 


55 


84 d 


101 


103 


108 


100 


95 


103 


46 


50 


54 


140 d 


98 


95 


102 


100 


92 


98 


55 


53 


54 


270 d 


96 


14* 


102 


83 


69 


78 






10 


*L6sung triib 



Unterschrift 




fortsetzung tolgt aut Seite. 



Datum 



Offenbart an und verstanden von 



Datum 



Zeugen-Unterschrift 



Datum 



13 

TITEL Laborbuch Nr. 

Fortsetzung von Seite Projekt-Nr. 



Seite 8 

Andreas Adlberger, TR-CA4 
U_adlberga\doc99\docll99\pegeop9.doc 



Ausgang 
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SeeBluePlus2 Std. 
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Stabilitat von PEG-EPO 

Start: 03.Februar 2000 

Reagenzien: 

- peg-EPO in lOmM Na/KP, lOOmMNaCl, pH 7.0, Ch.2109, 
c= 1.72 mg/ml 

- Na 2 S0 4 , Id.-Nr. 061476-001 

- NaH 2 P0 4 x H 2 0, Id.-Nr. 013978-001 

- Mannitol, Sigma M-8429 

- NaOH, Id.-Nr. 024 1 962-00 1 

- Benzalkoniumchloride, Sigma B-6295 

- Benzylalcohol, Sigma B-1042 

- 10 ml Glasflaschen, Id.-Nr. 0694169 

- Gummistopfen, Id.-Nr. 1863576-0001 

- alle Losungen wurden vor Einlagerung in sterile 10 ml Glasflaschen sterilfiltriert 
(0.22 urn) 



Variationen: 

Puffer. I.) lOmM NaP, 140mM Na 2 S0 4 , pH 6.2 

II.) lOmM NaP, 40mM Na 2 S0 4> 4 % Mannitol, pH 6.2 

+ = mit 0.002 % Benzalkoniumchloride und 0.4 % Benzylalcohol 

Konzentration: A.) 100 u.g/ml 
B.) 10 |ig/ml 
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Lagertemperaturen: - 4 °C (blaue Eppendorfcaps) 

- 25 °C (grune Eppendorfcaps) 

- 30 °C (violette Eppendorfcaps) 

- 40 °C (rote Eppendorfcaps) 



Analvtik. RP-HPLC 

l.Methode Saule: Vydac Protein C4, 4.6mm x 150mm, Best.Nr. 514TP54 

FluB: 1 ml/min 



Detektion: 220 nm 
Gradient: min 
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0.13 % TFA 

84 % Acetonitril, 0. 1 % TFA 



Benzalkoniumchlorid und Benzylalkohol eluieren bei 5, 9, 27 und 34 min (analog 
peg-EPO !!!) 
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ab Mai 2000 

2.Methode Saule: Vydac Polymer, 4.6mm x 1 50mm, Best.Nr. 259 VHP54 1 5 

Flufi: 1 ml/min 
Detektion: 220 nm 
Gradient: min %B 
3 30 
10 50 

30 70 

31 100 

36 100 

37 30 
47 30 

Sautentemperatur: 40 °C 

Eluent A; 0.13 % TFA 

Eluent B: 84 % Acetonitril, 0. 1 % TFA 



SEC 

Saule: 2 x Superose 6, Ident.Nr. 1213709, Fa.Pharmacia 

(nach ca. 600 Laufen hat sich ein Druck von ca. 60 bar 
aufgebaut -> Druckspitzen im Chromatogramm; 
die erste Saule wird ausgetauscht) 

Eluent: 50mM NaP, 300mM NaCl, pH 6.8 

FluB: 0.4 ml/min 

Detektion: 220 nm 

Benzalkoniumchlorid und Benzylalkohol behindern nach mehreren Laufen die 
Elution 
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Mefierpebnisse: 

Wiederfindung peg-EPO [%] 
rp-HPLC fl Methnrif.) 



lOmM NaP, I40mM Na 2 SQ 4 , pH 6.2 
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pegEPQ - Stahilitat (36 Monate) 



Start: 01.Marz2000 



- peg-EPO in lOmM Na/KP, lOOmM NaCl, pH 7.0, Ch.6020, c = 1.68 mg/ml 

- Tween 80, Code 27020921, Lot 1189945 (aus Nutley) 

- Na 2 HP04 x 12 H 2 0, Merck 6579 

- KH 2 P04, Id.-Nr. 3344 
-NaCl,Id.-Nr. 1772350001 

- NaOH, Id.-Nr. 0241962-001 

- Acetonitril, Fa. Baker, Nr. 9017 

- TFA, Fa. Perkin Elmer, Nr.400003 

- 10 ml Injektionsflaschen, DIN 58366,(Fiolax-Klarglas), Id.-Nr. 0694169 
r Gummistopfen, grau, teflonisiert, Fa. Daikyo, 777-1/B2-40 Stopper, 
Lot number 960191 

- B6rdelkappenN20, AitNr. 220024, Fa. Ziemer 

- Sterilfilter: -fur Fliissigkeiten: SLGV 025, 0.22 urn, Millipore 

-furGase: Midisart 2000, 0.2 urn, Sartorius 



- alle Losungen wurden vor Einlagerung in sterile 10 ml Glasflaschen sterilfiltriert 
(0.22 urn) und auf dem Kopf stehend unter Lichtausschlufi gelagert 
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Variationen: 
Puffer: 



Konzentration: 
Lagertemperaturen: 



Analvtik: 



1. ) lOmM K/NaP, lOOmM NaCl, pH 7.0 

2. ) lOmM K/NaP, lOOmM NaCl, 0.005 % Tween80, pH 7.0 

A. ) 400 ng/ml 

B. ) 50ng/ml 

- 4°C 
-25° 
-30 °C 
-40 °C 

- zusatzlich wurden Proben mit N 2 (Verhinderung v. 
Oxidation) iiberschichtet 

RP-HPLC 

Saule: Vydac Polymer, 4.6mm x 150mm, Best.Nr. 259VHP5415 
FluB: 1 ml/min 
Detektion: 220 nm 
Gradient: min 

3 

10 
30 
31 
36 
37 
47 

Saulentemperatur: 
Eluent A: 
Eluent B: 



%B 
30 
50 
70 
100 
100 
30 
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40 °C 

0.13 %TFA 

84 % Acetonitril, 0.1 % TFA 
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SEC 



Saule: 2 x Superose 6, Code Nr. 17-0537-01, Fa.Pharmacia 
Eluent: 50mM NaP, 300mM NaCl, pH 6.8 
FluB: 0.4ml/min 
Detektion: 220 nm 



SDS-Page: 



- 8 - 16 % - Tris/Glycin - Gel (ohne SDS), Fa. Novex, Nr. EC6045 

- Tris - Glycin - SDS - Sample - Puffer, Fa. Novex, Nr. LC2676 

- Laufpuffer: 192mM Glycin, 25mM Tris, 0.1 % SDS 

- Probe 3 min bei 90 °C mit Sample - Puffer behandelt 

- Reduktion: 50 mM DTT, BM 1583786 



Mefidaten abgelegt unter: 

- tr-ijnacintosh on % Rpzms000023^tr-ca\datakt\2000J)l\adlberga\chrom\shimadzu\don^ bzw.daisy 



Oxidationsdaten abgelegt unter: U_adlberga\excel00\ 
Ubersichtstabelle der Ergebnisse unter: 

U_adlberga\doc00\doc0200\pegepol 1 +13_0.01_0.05(0. 1 _0. 4) jtability_data.doc 
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Wiederfindung peg-EPO \%] 
rp-HPLC 

lQlOmM K/NaP, lOOmM NaCl, pH 7.0 
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SEC 

lQlOmM K/NaP, IQOmM NaCl, pH 7.0 
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Ausgangswert 2 A unter V000604pegepol6sec6m.022a 

N 2 -. Werte (6 Monate/25 °C): 1 A (95 %), IB (86 %), 2A (1 12 %), 2B (108 %) 
* 1 Woche vor Messung wurden die Proben durch einen Defekt der Brutkasten bei >=55 °C gelagert 
n.d.: nicht durchgefuhrt 
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Stability PEG-EPO (36 Monate) 



Start: 



07.Marz 2000 



Material: 

- peg-EPO in lOmM Na/KP, lOOmM NaCl, pH 7.0, Ch.6020 c = 1.68 mg/ml 

- NaH 2 P0 4 x H 2 0, Id.-Nr. 013978-001 

- NaOH, Id.-Nr. 0241962-001 

- Mannitol, Sigma, M-8429 

- Na 2 S0 4 , Id.-Nr. 61467 

- Acetonitril, Fa. Baker, Nr. 9017 

- TFA, Fa. Perkin Elmer, Nr.400003 

- 10 ml Injektionsflaschen, DIN 58366,(Fiolax-Klarglas), Id. -Nr. 0694169 

- Gummistopfen, grau, teflonisiert, Fa. Daikyo, 777-1/B2-40 Stopper, 
Lot number 960191 

- Bordelkappen N20, Art.Nr. 220024, Fa. Ziemer 

- Sterilfilter: -fur Flussigkeiten: SLGV 025, 0.22 urn, Millipore 

- fur Gase: Midisart 2000, 0.2 um, Sartorius 

- alle Losungen wurden vor Einlagerung in sterile 10 ml Glasflaschen sterilfiltriert 
(0.22 um) und auf dem Kopf stehend unter Lichtausschlufi gelagert 
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Variationen: ./ . 

1 ) lOmM NaP, 120mM Na 2 S0 4 , pH 6.2 (Optimix®) 
1 2') lOmM NaP 5 40mM Na 2 S0 4 , 3 % Mannitol pH 6.2(Mannimix®) 

Knnzentration: A.) 400 ng/ml y 
B.) 50 ng/ml t 1 



La pertemperaturen: 



Analvtik: 



4°C 
25 °C 
30 °C 

• 40 °C 

• zusatzlich wurden Proben mit N2 
(Verhinderung v. Oxidation) uberschichtet 



RP — HPLC 

Saule: Vydac Polymer, 4.6mm x 150mm, Best.Nr. 259VHP5415 
Flu8: 1 ml/min 
Detektion: 220 nm 
Gradient: min 
3 

10 
30 
31 
36 
37 
47 

Saulentemperatur: 
Eluent A: 
Eluent B: 



%B 
30 
50 
70 
100 
100 
30 
30 
40 °C 

0.13 %TFA 

84 % Acetonitril, 0.1 % TFA 
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SEC 



Saule: 2 x Superose 6, Code Nr. 1 7-0537-0 1 , Fa.Pharmacia 
Eluent: 50mM NaP, 300mM NaCl, pH 6.8 
FluB: 0.4 ml/min 
Detektion: 220 nm 



SDS-Paee: 

- 8 - 16 % - Tris/Glycin - Gel (ohne SDS), Fa. Novex, Nr. EC6045 

- Tris - Glycin - SDS - Sample - Puffer, Fa. Novex, Nr. LC2676 

- Laufpuffer: 192mM Glycin, 25mM Tris, 0.1 % SDS 

- Probe 3 min bei 90 °C mit Sample - Puffer behandelt 

- Reduktion: 50 mM DTT, BM 1583786 



Meftdaten abgelegt unter: 

- tr-ijnacintosh on ^Rpzms000023^r-ca\datakt\2000JJ\adlberga\chrom\sM 

Oxidationsdaten(Sialinsduren) abgelegt unter: U_adlberga\excel00\ 
Vbertichtstabelle der Erpebnisse unter: 

U_adlberga\doc00\doc0200\pegepol4+1 6_0. 05(0. 4) _stabilityjtata.doc 
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MeBergebnisse: 



Wiederfindung peg-EPO [%] 
rp-HPLC 
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